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RESUMEN: El tratamiento de la mastitis bovina con el uso de antibióticos genera residuos en la leche, por lo
que afecta la calidad de los subproductos lácteos destinados a la alimentación de la población. Las bacterias
ácido lácticas se han propuesto como una alternativa para evitar el uso de antibióticos.  Se evaluó la actividad
antimicrobiana in vitro por difusión sobre capas de agar y difusión en disco del sobrenadante de seis cepas de
Lactobacillus spp. contra patógenos productores de mastitis bovina. Después de la neutralización con NaOH,
de los tratamientos térmico (100ºC y 121ºC durante 5 min) y enzimático al sobrenadante libre de células, se
comprobó que la actividad antagonista de tres cepas se mantuvo activa. Se cuantificaron las sustancias
inhibitorias como el ácido láctico (1,08- 2,68 g.l-1) y el peróxido de hidrógeno (0,05 - 0,26 g.l-1). Los resultados
mostraron que cuatro cepas tienen potencial inhibitorio ante cepas patógenas de Staphylococcus spp.
productoras de mastitis; se destacó la cepa ML5 por tener mayores halos de inhibición (54-65 mm) ante
patógenos de aislados clínicos como Staphylococcus chromogenes y Staphylococcus hyicus, por lo que es
un candidato potencial para ser evaluado en la prevención de la mastitis bovina.
Palabras clave: antagonismo BAL, péptidos antimicrobianos, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus hyicus.
Antimicrobial activity of Lactobacillus spp. strains against pathogens causing bovine mastitis
ABSTRACT: Treatment of bovine mastitis with antibiotic generates residues in milk that affects the quality
of dairy products for the population feeding. The lactic acid bacteria have been proposed as an alternative to
avoid use of antibiotics. The in vitro antimicrobial activity of six strains of Lactobacillus spp. was evaluated
against bovine mastitis pathogens by diffusion on agar layers and disk diffusion of the supernatant. After
neutralization with NaOH and heat (100 and 121°C for 5 min) and enzymatic treatments, the antagonistic
activity of the cell-free supernatants of the three strains studied remained active. The inhibitory substances
lactic acid (1.08 - 2.68 g.l-1) and hydrogen peroxide (0.05 - 0.26 g.l-1) were quantified. Four strains showed
inhibitory potential against pathogenic strains of Staphylococcus spp. causing mastitis. The strain ML5 stood
out for having greater inhibition halos (54-65 mm) against clinical isolates of pathogens such as Staphylococcus
chromogenes and Staphylococcus hyicus, and, thus, showed to be a potential candidate to be evaluated in
the prevention of bovine mastitis.
Key words: antagonism BAL, antimicrobial peptides, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus hyicus.
INTRODUCCIÓN
La mastitis bovina es una enfermedad de gran impor-
tancia en la industria lechera; constituye la primera cau-
sa de pérdidas económicas en la producción de leche a
nivel mundial (1). Por definición, la mastitis bovina es la
inflamación del tejido mamario de la vaca y la provoca,
fundamentalmente, las bacterias patógenas de más de
100 especies (2). Sin embargo, la  mayor prevalencia se
concentra en pocas especies en dependencia de la re-
gión de estudio y se destacan, indistintamente, espe-
cies de los géneros Staphylococcus y Streptococcus (3).
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La estrategia tradicional para el control de la en-
fermedad es la terapia con antibióticos; sin embargo,
entre los principales inconvenientes se encuentra la
preocupante emergencia de resistencia a antibióticos,
los bajos niveles de cura para determinados patógenos
(4) y la presencia de residuos de estas sustancias en
leche y carne vacuna (5), por lo que se hace evidente
la búsqueda de otras alternativas efectivas de trata-
miento con sustancias diferentes a los antibióticos
tradicionales.
Aunque no están disponibles comercialmente, exis-
ten alternativas de tratamiento de la mastitis, como es
el empleo de quitosan y antimicrobianos peptídicos
aislados de plantas, pero son solo eficientes en el tra-
tamiento de  mastitis por Staphylococcus (6). El anti-
biótico antimicrobiano peptídico sintetizado por
Lactococcus lactis subsp. lactis DPC3147  pertenece
al grupo de la bacteriocina ribosomal y se caracteriza
por poseer actividad demostrada contra bacterias
patógenas productoras de mastitis, sobre todo contra
variedades resistentes a antibióticos (7, 8, 9). De este
grupo, se ha reportado que solo la nisina y la lacticina
se usan para el tratamiento de mastitis; pero algunas
bacterias productoras de mastitis han creado la resis-
tencia a estas bacteriocinas (7, 10, 11).
Las bacterias ácido lácticas probióticas (BAL) cons-
tituyen una opción favorable para el tratamiento de en-
fermedades infecciosas en humanos y en animales,
donde se han comprobado los beneficios asociados a
la instauración de dichas bacterias al tracto intestinal
y a la mucosa vaginal (12, 13). También se destacan
como un potencial para el control de la mastitis bovi-
na, según resultados previos obtenidos in vitro (14, 15).
Además de la producción de bacteriocinas, dichas
bacterias probióticas poseen otras características de-
seables como son: capacidad de adherencia a tejidos,
producción de ácidos orgánicos, peróxido de hidróge-
no, ser seguras y no patogénicas, entre otras (16).
El objetivo del presente trabajo está dirigido a eva-
luar la actividad antimicrobiana de cepas de
Lactobacillus spp. y sus metabolitos contra patógenos
productores de mastitis bovina.
MATERIALES Y MÉTODOS
Microorganismos y condiciones de cultivo
Cepas de Lactobacillus
Se seleccionaron seis cepas de Lactobacillus spp.
de terneros neonatos, identificadas y caracterizadas
por Sánchez  et al.  (17); estas presentaron las mejo-
res características fenotípicas y propiedades probióticas
in vitro.
Las cepas seleccionadas se cultivaron en caldo y
agar Mann Rogosa Sharp (MRS, BioCen, Cuba) a 37°C
durante 24-48 horas, y para el crecimiento en agar se
emplearon jarras de anaerobiosis bajo una atmósfera
de 10% de CO2. Para la conservación de cada cepa a
-20°C, se utilizó el medio conformado por leche
descremada (10%), extracto de levadura (1%) y gluco-
sa (1%), descrito por  Sánchez et al. (17).
Cepas patógenas indicadoras
Se utilizaron las cepas de referencia
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Staphylococcus
aureus ATCC 25923, además de las cepas aisladas de
campo Streptococcus agalactiae 345, Staphylococcus
chromogenes 18.1 y Staphylococcus chromogenes
16.1 y Staphylococcus hyicus 14.1. Todas pertenecen
a la colección del CENLAC (Laboratorios de Ensayos
para la Calidad de los Alimentos, CENSA, Cuba).
Todos los aislados de campo se obtuvieron de ani-
males con mastitis subclínica severa y se identificaron
a nivel de especie mediante el sistema API 20 Strep
(BioMerieux, 69280 Marcy l’Etoile, Francia) para
S. agalactiae y para el resto de las cepas, mediante
espectrometría de masas a través del sistema MALDI-
TOF (Bruker Daltonics, GmbH). Todas las cepas se
conservaron a -20ºC  en Caldo Triptona Soya (BioCen,
Cuba) con 30% de glicerol.
Determinación  de la  actividad antagonista
microbiana in vitro
Ensayo antimicrobiano de los cultivos
Las seis cepas de lactobacilos seleccionados, pre-
viamente crecidos en caldo MRS  durante 18-24 ho-
ras, se inocularon en el medio agar  MRS (1,5%). Pos-
teriormente, las placas se  incubaron a 37ºC por 48
horas. Después de la formación de colonias visibles,
se vertieron sobre las mismas 10 ml de agar semisólido
de BHI (0,7%, Brain Heart Infusion, Difco, EUA), que
contenían 0,01 ml de la cepa patogénica indicadora
con  una concentración de  107 - 106 UFC/ml  y luego
se incubaron a 37ºC por 48 horas, según  la técnica
descrita por Fleming et al. (18). La actividad de  anta-
gonismo para el crecimiento microbiano de los
patógenos evaluados se verificó por la formación de
zonas transparentes alrededor de las colonias mayo-
res de 1 mm (Halo de Inhibición (HI)).
Ensayos antimicrobianos de los sobrenadantes li-
bres de células
Para conocer la naturaleza química o proteica de la
inhibición, a las cepas de Lactobacillus que dieron
positivas a la prueba de antagonismo microbiano ante
los patógenos  indicadores se cultivaron en caldo MRS
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a 37ºC hasta alcanzar la fase estacionaria (24-36 h).
Luego del periodo de incubación, los medios se
centrifugaron a 3000 rpm durante 15 min y los
sobrenadantes se esterilizaron por filtración. Los
sobrenadantes libres de células se emplearon en el
ensayo antimicrobiano mediante el método de difusión
en placa (19). Se colocaron 5 μl de los sobrenadantes
en las placas de agar BHI sembrados previamente con
50 μl de un cultivo de 18 horas (0,5 de la escala
Mc Farland) de los patógenos indicadores y se incu-
baron a 37oC durante 24 horas en condiciones de
aerobiosis; por último, se observaron las placas para
medir los halos  de inhibición mayores (HI) que 1 mm.
Indicios de la naturaleza química del (los)
compuesto(s) antagónico(s)
La inhibición por ácidos orgánicos  y por  compues-
tos proteicos se determinó según lo descrito por Vallejo
et al. (20). Los sobrenadantes crudos se trataron con
NaOH 0,5 N hasta alcanzar pH de 6,5; posteriormen-
te, se sometieron a una temperatura de 100 y 121ºC
durante 5 min. Se tomó una alícuota de los
sobrenadantes que mostraron actividad antagónica
después de ser neutralizados y se le ajustó el pH a
7,5. Luego se trató con 2 mg/ml de Tripsina (Merck)
(disuelta en  tampón fosfato de sodio 0,01 M a pH 7,2),
se incubó durante 2 horas a 37ºC y posteriormente a
65ºC por 30 minutos para determinar la inhibición por
compuesto de naturaleza proteica. En todos los ca-
sos se determinó la actividad de antagonismo
microbiano residual por el procedimiento previamente
descrito (19).
Ensayo cuantitativo para la producción de
peróxido de hidrógeno
La producción de peróxido de hidrógeno se cuanti-
ficó por volumetría de óxido-reducción de acuerdo  con
Edema y Sanni (21). Los lactobacilos se cultivaron en
10 ml de caldo MRS por 18 h a temperatura de 37oC en
tubos con tapas de roscas y alcanzaron una densidad
óptica de 0,9 (109 UFC.ml-1). Los cultivos se
centrifugaron a 5500 x g por 25 min a 4°C. Posterior-
mente, a los sobrenadantes obtenidos se les  adicionó
90 ml de agua destilada estéril,  se homogenizaron y
se tomaron 25 ml de las mezclas que se colocaron en
frascos de 100 ml. Se le  adicionaron  25 ml de H2SO4
(10%) y la preparación se tituló con 0,1 M de KMnO4.
El punto final de la titulación fue en el cual un color
violeta suave  aparece por 15 s antes de la  decolora-
ción. Como control positivo se utilizó  una cepa de
referencia  de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.
Cada ml de KMnO4 0,1 M  es equivalente a 1,701 mg
de H2O2  (22). Los  resultados se expresaron en g.l
-1.
Ensayo cuantitativo para la producción de ácidos
orgánicos (ácido láctico)
La cantidad de ácidos orgánicos producida por los
lactobacilos (principal: ácido láctico) se determinó por
la titulación ácido-base, de acuerdo con Edema y Sanni
(21). Una alícuota de 1 ml de los sobrenadantes de los
cultivos (incubado conforme al párrafo anterior) se dilu-
yó en 9 ml de agua destilada estéril y se
homogeneizaron. Posteriormente, esa mezcla (10 ml)
se tituló con NaOH 1M y se utilizó como indicador  la
fenolftaleína. Las cantidades de ácidos orgánicos equi-
valentes están dadas por el consumo de NaOH 1M en
ml. Cada ml de NaOH 1M equivale a 90,08 mg de áci-
do láctico.  La cepa de referencia L. acidophilus ATCC
4356 se utilizó como control y los resultados se expre-
saron en g.l-1.
Análisis estadístico
Se empleó  el diseño completamente aleatorizado.
Para el tratamiento estadístico de los datos se realiza-
ron análisis de varianza; las medias se constataron
mediante la prueba de comparación múltiple de Duncan
(23), además de un análisis de conglomerados del efec-
to antagonista de cada cepa. Se empleó el Programa
estadístico INFOSTAT versión 1.1 (2002).
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
En la Tabla 1 se observan los resultados de los
halos de inhibición de las seis cepas de Lactobacillus
spp. evaluadas ante patógenos indicadores producto-
res de mastitis bovina, lo que demuestra que estas
cepas producen, in vitro, metabolitos con efectos
inhibitorios. Se destaca la cepa M5 con mayor halo de
inhibición (Fig. 1). Se observan que cuatro cepas de
Lactobacillus spp. son las de mayor actividad (M5,
M7, M8 y M10), aunque en M10 no se encontró res-
puesta ante un aislado.
Resulta relevante que en el 72% de los casos el
resultado fue superior a lo reportado por Geetha et al.
(15), donde se determinó que la actividad inhibitoria de
péptidos antimicrobianos purificados, frente a
patógenos de la mastitis bovina, producía halos entre
11,66 y 12,66 mm. Hay que destacar  que para las
cepas M5 y M7 el valor de inhibición siempre estuvo
por encima de dicha referencia.
Según los resultados existen  hubo variaciones en
la actividad antimicrobiana a varios niveles, entre las
diferentes especies y entre cepas de la misma espe-
cie, lo que resalta la importancia de involucrar a varios
aislados del mismo grupo taxonómico, así como de
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0,00 3,40 6,80 10,19 13,59
Distancia
M 1
M 2
M 10
M 7
M 8
M 5
TABLA 1.  Actividad  antagonista de cepas de Lactobacillus spp. frente a cepas indicadoras patógenas y aislados 
clínicos productores de mastitis bovina (Medias  de los HI en mm, n=3)./ Antagonistic activity of strains of 
Lactobacillus spp. on pathogenic indicator strains and clinical isolates causing bovine mastitis. 
Medias con letras diferentes en la misma fila son significativamente diferentes (p< 0,05) 
 
 
Cepas de Lactobacillus spp. 
(HI en mm) 
Cepa 
Indicadora 
M 1 M 2 M5 M7 M8 M10 
S. aureus  
(ATCC 6538) 
10,3±0,02 c 25,14±0,02b 31±0,03 a 24,5±0,06b 23,05±0,01 b 21,12±0,02b 
S. aureus  
ATCC® 25923 
10,5±0,02 d 18,00±0,03 c 37,6±0,06a 18,3±0,02 c 11,4±0,01 d 23,00±0,02b 
S. agalactiae 
345 
19,43±0,025c 15,36±0,01d 30,8±0,015a 16,75±0,03 d 22,4±0,003b 14,5±0,05d 
S. chromogenes 
18.1 
6,5  ±0,02e    
  
1,5±0,02 f 
 
65,5±0,02 a 42,5±0,01 b 
 
33,5±0,02 c 20,5±0,01d   
   
S.  
chromogenes 
16.1 
 4,2  ±0,05 e 
 
9,2±0,04 d 
   
50,5±0,02a    28,5±0,01 b 
 
27,5±0,0 5b   16,5±0,01c   
  
S. hyicus 14.1 No hay HI    No hay HI 54,5±0,05 a 32,5±0,0 2b 
 
22,5±0,01 c No  halos 
FIGURA 1. Análisis de Conglomerados del efecto de cada cepa de Lactobacillus spp. (M1, M2, M5, M8, M7 y M10) frente
a las cepas indicadoras y aislados de patógenos de mastitis bovina. La distancia horizontal grafica la actividad antagonista
del crecimiento general de cada BAL./ Cluster analysis of the effect of each of the Lactobacillus spp. strain (M1, M2, M5,
M8, M7 y M10) on the indicator strains and pathogenic isolates causing bovine mastitis. The horizontal distance graphs
the antagonistic activity of the general growth of each LAB.
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cepas de campo además de las indicadoras, limitante
que tienen algunos estudios de evaluación de
antimicrobianos alternativos frente a patógenos de la
mastitis, donde solo se reportan resultados usando
algunas cepas de referencia, fundamentalmente de
S. aureus y/o S. agalactiae (15, 24).
En estudios recientes se reporta que
Staphylococcus Coagulasa Negativo (SCN) es la cau-
sa más común de infecciones intramamarias y las
especies que lo constituyen se describen como
patógenos emergentes de la mastitis bovina (25, 26,
27). De ahí la importancia de evaluar las especies de
S. chromogenes y S. hyicus. Esta última especie re-
sultó la menos susceptible a la acción de las cepas
probióticas estudiadas; no obstante, frente a M5, M7 y
M8 hubo inhibición del crecimiento.
Los resultados de los sobrenadantes tratados, pro-
cedentes de las cepas seleccionadas contra los
patógenos productores de mastitis, se pudo observar
en la Tabla 2. Se demuestra la naturaleza de la inhibi-
ción relacionada, principalmente, con la presencia de
ácidos orgánicos, en este caso ácido láctico (Tabla 3),
generados por el metabolismo del género  Lactobacillus,
perteneciente al grupo de las bacterias ácido láctico,
pues la mitad de los sobrenadantes neutralizados con
NaOH perdieron la actividad antagónica, excepto  los
correspondientes a las cepas M5, M7 y M8.
Por otra parte, el efecto antimicrobiano  no se afec-
tó cuando los sobrenadantes de las cepas M5, M7 y
M8 se sometieron, luego de la neutralización, a una
temperatura de 100ºC o 121ºC durante 5 minutos, lo
TABLA 2. Efecto antagónico de sobrenadantes de Lactobacillus spp. con diferentes tratamientos contra patógenos 
productores de mastitis bovina, n= 2./ Antagonistic effect of Lactobacillus spp. supernatants with different treatments 
on pathogens causing bovine mastitis, n=2. 
 
S. chromogenes  
 (A.C. 18.1) 
 (HI en mm) 
S. chromogenes 
(A.C  16.1) 
(HI en mm) 
S. aureus 
(ATCC 6538) 
(HI en mm) 
Streptococcus agalactiae 
(A.C 345) 
(HI en mm) 
Cepas 
antagónicas 
SST SN ST SC SST SN ST SC  SST SN ST SC  SST SN ST SC 
M1 7,2 0 0 0 16,3 0 0 0 14,5  0 0 0 0 0 0 0 
M2  10,5 0 0 0 9,35 0 0 0 8,35 0 0 0 16,45  0 0 0 
M5  27 27  15 25 30,5 26 9 28 33,5 28,5 10 28   34,2   30 0 29,3 
M7  18,3 19,01 0 18,04 14 13,3 0  13,3  14 13,3 0  13,3  15 14,3 0  14,3  
M8 22 21,4 3,4 19,5 14 13,3 0  13,3  11,5 10,3 0  13,3  20,5 20,0 18 18,3  
M10  14,6 0 0 0 14  0 0   0  15,3 14,3 0  13,3  18 0 0  0 
SST: Sobrenadante sin tratamiento; SN: Sobrenadante neutralizado; ST: Sobrenadante tratado con 2 mg/ml de 
Tripsina; SC: sobrenadante tratado con calor. 
TABLA 3. Producción de H2O2, pH  y ácido láctico por las cepas Lactobacillus spp./ Productions of H2O2,  pH and 
lactic acid by Lactobacillus spp. strains.  
Cepas de Lactobacillus spp. pH Ácido láctico  (g.l-1) H2O2  (g.l-1) 
M 1 3,5 ± 0,18 b  1,09 ± 0,04b  0,07 ± 0,00c  
M 2  4,5  ± 0,17 a 1,02 ± 0,07b   0,05 ± 0,01c  
M 5 3,11 ± 0,11b  2,38 ± 0,04a  0,  26± 0,02 b   
M 7 4,00 ± 0,10  a 1,08 ± 0,04b  0, 20 ± 0,02 b  
M 8 4,05 ± 0,18 a   2,50 ± 0,04 a  0,25 ± 0,02b   
M10 4,14 ± 0,10 a  1,51 ± 0,04c  0,08 ± 0,01c  
L. acidophilus ATCC 4356 3,77 ± 0,01b  2,51± 0,04a 0,67 ± 0,11a 
Los valores presentados corresponden a las media ± error estándar de tres experimentos independientes.  Medias con 
letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes (p<0,05 por One-way ANOVA, test de 
Duncan). Control positivo: L. acidophilus ATCC 4356. 
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que demostró la estabilidad del principio activo, al ca-
lor, en las condiciones impuestas. En las mismas ce-
pas se puede observar también que el efecto
antimicrobiano disminuyó drásticamente luego del tra-
tamiento con tripsina (Tabla 2).
Por las razones anteriores se demuestra que la
causa de inhibición del crecimiento, en estas cepas,
es de naturaleza proteica; probablemente por
bacteriocinas y péptidos de bajo peso molecular que
ejercen su actividad antimicrobiana por diferentes me-
canismos que incluyen desestabilización de membra-
na, lisis celular, degradación de macromoléculas como
ácidos nucleicos e inhibición de procesos biológicos
como síntesis de proteínas, ADN, ARN y peptidoglucano
y/o peróxido de hidrógeno, que es una molécula con
gran capacidad antagonista y que puede ejercer su
acción sobre una gran variedad de microorganismos
(28). Estos péptidos antimicrobianos también pueden
ejercer efecto inmunomodulador en el hospedero (14),
aspecto que no se ha estudiado lo suficiente en el
contexto de la glándula mamaria, según la bibliografía
disponible y que pudiera tener relevancia si se evalúan
Lactobacillus como producto para el control de la
mastitis bovina.
Al cuantificar algunas de las sustancias inhibitorias,
producidas por las cepas BAL  (Tabla 3), se pudo cons-
tatar que las cepas M5 y M8 tienen las mayores can-
tidades de peróxido de hidrógeno, de ahí los resulta-
dos superiores encontrados en la actividad antagonis-
ta frente a las cepas productores de mastitis. Sin em-
bargo, según estos datos de ácido láctico y H2O2,
ambas cepas tendrían similar actividad antagonista, lo
cual no se cumple por la mayor producción de sustan-
cias antimicrobianas de origen proteico de M5 al ana-
lizar los sobrenadantes tratados.
Hay que destacar que las cantidades de H2O2 pro-
ducidas por las cepas del presente trabajo son seme-
jantes a las encontradas en otros estudios que anali-
zaron propiedades probióticas de lactobacilos (13, 29).
La producción del peróxido de hidrógeno por
lactobacilos representa uno de los mecanismos más
importantes contra la colonización por microorganismos
patogénicos y oportunistas (13). Hasta aquí, los datos
aportados señalan que el conjunto de componentes
encontrado en el sobrenadante de las cepas de
Lactobacillus en estudio contribuye con la actividad
antimicrobiana.
La cepas ensayadas que poseen capacidad anta-
gónica deben seguir estudiándose, particularmente,
Lactobacillus spp. M5 y M8 por su marcada acción
inhibitoria contra los patógenos productores de mastitis
bovina, dado el conjunto de productos que libera al
medio. Los presentes resultados, aunque promisorios,
se obtienen in vitro, por lo que se impone a seguir
hacia los experimentos in vivo, donde el efecto
antimicrobiano se puede ver obstaculizado por otros
factores, como son la solubilidad en la leche, la esta-
bilidad en glándula mamaria, la estabilidad en la for-
mulación del tratamiento, la inactivación por otras sus-
tancias, entre otras (4, 24, 30). Un producto natural de
este tipo para el tratamiento de la mastitis bovina sería
un gran aporte a los esfuerzos que se realizan para
disminuir el uso de antibióticos tradicionales en el
manejo de los rebaños lecheros (31).
Se puede concluir que la actividad antagonista de
la cepas de Lactobacillus spp. evaluadas es variable
frente a los patógenos de mastitis bovina de elección,
aunque se encontró la cepa M5 con un marcado po-
tencial para el control de la enfermedad, donde los
péptidos antimicrobianos son de los principios activos
más notorios.
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